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Datos previos de microarrays de los mutantes simples de pérdida de función de las dos principales 
isoformas de la H+-ATPasa de la membrana plasmática, aha1-6 y aha2-4, resaltan el gen QQS, el 
único que baja considerablemente su expresión en ambos mutantes. Asimismo, datos de expresión 
de nuestro laboratorio, indican que QQS es antagónico con respecto a las H+-ATPasas de membrana. 
 
Para apoyar estos resultados, en la línea transgénica pQQS::QQS-GFP de Arabidopsis se evaluó 
mediante fluorescencia la expresión de QQS a distintos pH, y se demostró que aumenta 
notablemente en ambientes alcalinos, mientras que  desaparece en ambientes ácidos. 
Por otro lado, en Western blots con anticuerpos contra la H+-ATPasa de membrana en la línea de 
QQS RNAi, se observó que QQS puede ser un factor directo o indirecto de la inhibición de la 
expresión de la bomba de protones. 
 
Este gen, que codifica para una pequeña proteína citosólica de 59 aminoácidos, no presenta 
dominios conocidos y tampoco está presente en especies cercanas como Arabidopsis lyrata o 
Brassica napus. 
Para seguir investigando cuáles son sus dianas se realizó un rastreo mediante la técnica de doble 
híbrido contra una genoteca de cDNA de Arabidopsis. Para ello, se clonó el gen QQS en un plásmido 
para usarlo de cebo o bait y se trasformó en levadura, para luego realizar el rastreo de proteínas 
que interaccionan con QQS a partir de la biblioteca de cDNA. El mejor candidato ha  sido 
At1g70470, una proteína de membrana de la que no existe ninguna descripción bibliográfica. 
 
Como tampoco era posible descartar que QQS pudiese interaccionar directamente con la H+-ATPasa 
de membrana, se realizó un ensayo de doble híbrido específico para proteínas de membrana. 
Se obtuvieron evidencias, usando AHA1 como bait y QQS como prey, de que ambas proteínas 
interaccionan directamente. Estos resultados pueden dar la clave para descubrir un nuevo 
mecanismo de control de la H+-ATPasa de membrana y del pH intracelular. 
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Previous data from microarrays of the simple knock-out mutants of the main isoforms of PM H+-
ATPase, aha1-6 and aha2-4, evidence that QQS is the only gene which is downregulated in both 
cases. Additionally, expression data from our laboratory suggests that QQS is antagonistic with 
respect to PM H+-ATPases. 
In order to support these results, the expression of QQS was assessed with fluorescence microscopy 
at different pH values in the Arabidopsis transgenic line pQQS::QQS-GFP. The results showed an 
increase of the expression at basic pH values, whereas the fluorescence disappeared at acidic 
values. 
Furthermore, the QQS RNAi line was Western blotted using different antibodies against the PM H+-
ATPase, showing that QQS may act as a direct or indirect inhibitor of the expression of PM H+-
ATPases. 
QQS encodes for a small cytosolic protein of only 59 amino acids, does not show any known 
domains and is not present in closely related species such as Arabidopsis lyrata or Brassica napus. 
To investigate its targets, a yeast-two hybrid screening was carried out against an Arabidopsis cDNA 
library. QQS was cloned in a bait plasmid and was co-transformed with the cDNA library in yeast to 
perform the screening. The most promising interacting protein is At1g70470, a membrane protein 
of unknown function and without any bibliographic information. 
As a direct interaction between QQS and PM H+-ATPase could not be excluded, a specific yeast-two 
hybrid assay for membrane proteins was conducted. In this case, the PM H+-ATPase AHA1 was used 
as bait, while QQS was the prey protein. The results proved that both proteins interact directly, 
providing a new control mechanism of the PM H+-ATPases and intracellular pH. 
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1 El problema del cambio climático antropogénico 
La variabilidad y los cambios en el clima son factores importantes para el desarrollo de las 
sociedades. En este sentido, alteraciones en las condiciones climáticas pueden afectar a la 
producción de alimentos, la disponibilidad de agua y la salud humana (Wheeler y von Braun, 
2013). 
Desde la década de 1950, los datos del sistema climático evidencian de forma inequívoca 
cambios sin precedentes en la temperatura de la atmosfera y la hidrosfera, en los niveles de los 
océanos y en las cantidades de hielo y nieve, tal y como señala el Quinto Informe de Evaluación 
del Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Climático (IPCC) de las Naciones 
Unidas (IPCC, 2014). 
En concreto, según detalla dicho informe (IPCC, 2014),  la temperatura de la superficie de 
tierras y océanos ha aumentado de media 0.85 °C desde 1901 hasta 2012 (Figura 1a); en el 
mismo período, el nivel de los océanos ha aumentado 1.7 mm/año (Figura 1b), debido al 
pronunciado deshielo de zonas glaciales de Groenlandia, la Antártida y el océano Ártico, 
especialmente desde 1979 (Figura 1c); por último, las precipitaciones desde 1951 hasta 2010 se 
han incrementado en regiones orientales del continente americano, Europa y Asia septentrional 
y central, mientras que son más escasas en el Sahel, África y Asia meridional y el Mediterráneo, 
donde el clima es cada vez más seco (Figura 1d). 
 
Figura 1. Alteraciones en el sistema climático durante el último siglo. a) Cambios de temperatura en la superficie 
terrestre (1901-2012). b) Alteraciones en el nivel de los océanos (1901-2012). c) Deshielo en zonas polares desde el 
pasado siglo. d) Cambios en los niveles de precipitación en los últimos 65 años. Extraída de IPCC, 2014. 
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Esta serie de cambios en el sistema climático tienen un claro origen antropogénico. A 
causa del crecimiento económico y poblacional iniciado en 1750 durante la revolución industrial, 
los gases de efecto invernadero se han ido incrementando hasta niveles jamás alcanzados en los 
últimos 800000 años. Fenómenos naturales que también afectan al forzamiento radiativo como 
las erupciones volcánicas que liberan gases de efecto invernadero o las variaciones en los niveles 
de radiación solar, apenas han tenido un impacto del 2% en 2011, si se compara con 1750 (IPCC, 
2014), tal y como recoge la Figura 2. 
 
 
Figura 2. Forzamiento radiativo desglosado por fuentes en 2011, en relación a 1750. Las barras indican el 
forzamiento radiativo para gases de efecto invernadero, otros forzamientos de origen antropogénico (aerosoles, 
ozono y reflexión de la luz solar en la superficie terrestre asociada a cambios en el uso de las tierras), el total 
antropogénico y forzamientos de origen natural (volcanes y radiación solar). Extraída de IPCC, 2014. 
Uno de los principales problemas sociales que acarreará el cambio climático será la 
dificultad para producir suficientes alimentos para toda la población mundial (IPCC, 2014). 
Únicamente considerando un incremento medio de las temperaturas de 2 °C en el presente 
siglo, las pérdidas de rendimiento de los cultivos de maíz, trigo y arroz serán de un 25% en 
regiones templadas, donde se estima que los niveles de precipitaciones se mantengan o 
incrementen (IPCC, 2014). En zonas con clima mediterráneo, que estarán cada vez más 
acechadas por la sequía y la desertización, las pérdidas de rendimiento serán aún mayores 
(Hoerling et al., 2012). A todo ello hay que sumar las proyecciones de crecimiento de población 
mundial: en 2100 se estima que habrá 11200 millones de habitantes en la Tierra (Naciones 
Unidas, 2015). 
 
1.2 La sequía en zonas de clima mediterráneo y sus consecuencias en la 
agricultura 
En las regiones de clima mediterráneo, como las zonas bañadas por el mar Mediterráneo, 
California, Chile, Sudáfrica, Asia central y el suroeste de Australia, en el período comprendido de 
1951 a 2010 se ha producido un claro retroceso en los niveles de precipitación anuales (IPCC, 
2014). En el caso de la región mediterránea, en los últimos 25 años se han registrado 10 de los 
12 años más secos desde 1902 (Hoerling et al., 2012). En California, el período comprendido 
entre 2012-2014 fue el más seco en los últimos 1200 años (Griffin y Anchukaitis, 2014). 
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Los pronósticos de cara a los próximos 100 años auguran todavía más descensos en las 
precipitaciones, sequías persistentes y otros fenómenos extremos (IPCC, 2014). 
La sequía y el estrés salino son los principales factores ambientales que afectan 
negativamente la productividad de los cultivos agrícolas, ya que son capaces de disminuir los 
rendimientos hasta un 65% (Boyer, 1982). Ambos fenómenos se encuentran interconectados: 
en zonas de sequía en las que se practica la agricultura de riego, iones tóxicos como el Na+ y el 
Cl- son los más abundantes en las soluciones del suelo (Ashraf y Wu 1994); por otro lado, tanto 
la sequía como la salinidad provocan estrés osmótico, ya que disminuyen la actividad química 
del agua (Yancey et al., 1982). 
A nivel fisiológico, los iones tóxicos alteran la estructura de enzimas y proteínas al 
modificar el balance entre cargas hidrofóbicas y electrostáticas, de forma que inhiben su 
actividad (Wyn Jones y Pollard, 1983). Asimismo, el ion Na+ interfiere con sitios de unión de 
cationes como K+, Ca2+ y Mg2+, mientras que el anión Cl- hace lo mismo con moléculas cargadas 
negativamente, como el RNA o el bicarbonato (Serrano, 1996). Por otra parte, el estrés salino 
provoca la inhibición del crecimiento de las células como consecuencia de la pérdida de 
turgencia, debida a la disminución de la actividad química del agua.  
 
1.3 Homeostasis de cationes  
Las plantas, como organismos inmóviles, han desarrollado diferentes mecanismos que les 
permitan sobrevivir en situaciones de estrés abiótico, como la sequía y la salinidad ya 
mencionadas, o la acidez, el calor, el frío y ambientes oxidativos. El transporte de cationes como 
H+ y K+ a través de las membranas celulares y su regulación forma parte de los mecanismos de 
tolerancia a este tipo de estreses (Sun et al., 2009). 
 
1.3.1 Homeostasis de pH (H+) 
Las células vegetales deben mantener el pH de sus distintos compartimentos celulares 
dentro de un margen que les permita llevar a cabo los diferentes procesos fisiológicos. En el 
citoplasma su valor varía entre 7 y 7.5, en la vacuola entre 5 y 5.5 y en el apoplasto el pH es de 
5 (Felle, 2001). 
A continuación se detallan los efectos que tienen las variaciones en los valores del pH a 
nivel celular, así como los mecanismos desarrollados para regularlo. 
 
1.3.1.1 Importancia del mantenimiento del pH 
Efecto del pH en los enzimas celulares 
Los enzimas celulares presentan en su estructura aminoácidos con grupos funcionales 
cuyo estado de ionización varía con el pH, de manera que su función puede verse alterada 
dependiendo del pH del compartimento en el que se ubiquen. Por otra parte, cada enzima tiene 
un valor óptimo de pH para el cual su actividad es máxima, mientras que esta disminuye al 
alejarse de ese valor. Enzimas clave del metabolismo celular o de la síntesis de DNA se ven 
claramente afectadas por cambios en el pH (Monroe et al., 2014). 
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pH como mensajero celular 
Las concentraciones citosólicas de H+ son del orden de 100 nM, un valor propio de 
cationes que actúan como señales o segundos mensajeros al variar de forma rápida y detectable 
su concentración (Felle, 2001). En concreto, se ha demostrado que el pH varía en respuesta a la 
intensidad lumínica (Felle y Bertl, 1986) o elicitores de patógenos (Mathieu et al., 1996); por 
otra parte, variaciones en el pH alteran la conductividad de canales de K+ (Latz et al., 2007), el 
gravitropismo (Scott, 1999) o el crecimiento celular debido a la acción de las expansinas 
(Cosgrove, 2000). 
 
Papel del pH en el transporte de solutos 
El transporte de solutos a través de las membranas celulares puede ser pasivo o activo, 
en función de si se realiza a favor o en contra del gradiente de concentración, respectivamente.  
Cuando en el transporte activo la energía necesaria para el transporte de solutos proviene 
de una reacción exergónica, como puede ser la hidrólisis de ATP, se trata de transporte activo 
primario (Serrano, 1985). De hecho, muchas de las bombas de protones presentes en las 
membranas celulares de las células vegetales funcionan bombeando H+ en contra de su 
gradiente hidrolizando ATP. 
La energía resultante es almacenada en forma de potencial electroquímico de protones 
(potencial eléctrico y gradiente de pH), que se emplea para transportar solutos esenciales como 
los cationes potasio y amonio (uniportadores a favor del potencial eléctrico negativo dentro) y 
aniones como fosfato, nitrato y sulfato mediante cotransporte con protones (con carga neta 
positiva) a favor tanto del potencial eléctrico como del gradiente de pH. Los cotransportadores 
con protones se inhiben por acidificación intracelular además de por depolarización. 
Por tanto, resulta esencial una correcta regulación del pH en los diferentes 
compartimentos celulares que permita el transporte de iones o solutos necesarios para el 
desarrollo vegetal. 
  
Importancia del pH en el tráfico vesicular 
El pH juega un papel importante en el tráfico vesicular del sistema de endomembranas 
(Schumacher, 2014), ya que en función de la acidez o basicidad del lumen del endosoma, este 
se dirige hacia un orgánulo u otro. En concreto, valores de pH ácidos dirigen el endosoma hacia 
la vacuola, mientras que valores básicos lo dirigen hacia el aparato de Golgi (van Weert et al., 
1997). 
 
1.3.1.2 Mecanismos de regulación del pH 
A pesar de que las células vegetales tratan de mantener el pH de los distintos 
compartimentos celulares dentro de un rango que les permita llevar a cabo los procesos 
fisiológicos, diferentes factores asociados con el metabolismo (Smith y Raven, 1979) o el 
ambiente (Felle, 2001) pueden alterar este equilibrio. Para evitarlo, las plantas han desarrollado 
diferentes mecanismos que mantienen el pH dentro de los valores adecuados. 
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Tampones citoplasmáticos 
Todas las especies vegetales, como el resto de seres vivos, tienen sistemas de regulación 
del pH basados en mezclas de soluciones hidrolíticamente activas (Smith y Raven, 1979). En el 
citosol existen diferentes soluciones tampón útiles en el rango de pH 6-8. Las principales 
soluciones son el tampón bicarbonato (pKa1 = 6.4), el tampón fosfato (pKa2 = 6.9) y las proteínas 
con sus grupos ionizables (principalmente el imidazol de la histidina, pKa = 6.5). Sin embargo, 
este sistema no permite compensar las alteraciones del pH a largo plazo, por lo que existen otros 
sistemas más robustos. 
 
Biochemical pH stat 
Este sistema de regulación, más efectivo que el anterior, fue propuesto por Davies (1986) 
y se basa en la síntesis y degradación de malato coordinado por la acción de la fosfoenolpiruvato 
(PEP) carboxilasa y la enzima málica (Figura 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Puesto que el pH óptimo de la PEP carboxilasa es básico, cuando el pH del citosol se 
incrementa, la enzima cataliza la formación de oxalaceteto (OAA) a partir de PEP (Figura 3a), 
generando protones y disminuyendo el pH. A continuación el OAA se transforma a ácido málico 
por la malato deshidrogenasa (Figura 3b). Por el contrario, cuando se produce una acidificación 
del citosol, la enzima málica descarboxila malato, produciendo piruvato con consumo de un 
protón (Figura 3c). 
Este sistema explica el importante papel que juega el metabolismo del malato en la 
regulación del pH. A pesar de que la mayoría del malato se almacena en la vacuola, existen 
diferentes transportadores que permiten que fluya desde el lumen de la vacuola al citosol y 
viceversa (Martinoia et al., 2006). 
 
Biophysical pH stat 
La regulación de forma prolongada del pH de los distintos compartimentos celulares se 
realiza mediante transportadores de protones ubicados en las membranas celulares. Las 
principales proteínas de este tipo son H+-ATPasas, que en plantas se ubican tanto en la 
membrana plasmática como en la membrana vacuolar, y necesitan de la cooperación de los 
canales de potasio. Una mayor entrada de potasio hace que la H+-ATPasa pueda bombear 
a) PEP3- + CO2 + H2O     PEP Carboxilasa        OAA2- + Pi2- + H+ 
 
b) OAA2- + NADH + H+   Malato deshidrogenasa         Malato2- + NAD+ 
 
c) Malato2- + NAD(P)+ + H+     Enzima málico         Piruvato- + NAD(P)H + H+ + CO2 
 
d) PEP   PEP Carboxilasa            Oxalacetato  Malato deshidrogenasa       Malato  Enzima málico     Piruvato 
Figura 3. Biochemical pH stat propuesto por Davies (1986). a) Carboxilación del fosfoenolpiruvato para producir 
oxalacetato (OAA), reacción catalizada por la PEP carboxilasa. b) Transformación del OAA en malato por la 
malato deshidrogenasa, que emplea NADH como cofactor. c) Descarboxilación oxidativa del malato para 
producir piruvato, con consumo de un protón. d) Reacción global. 
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protones con menor resistencia por parte del potencial eléctrico de membrana (Bissoli et al., 
2012; Niñoles et al., 2013). 
A nivel celular, el potasio es el ion más abundante en el citosol, pudiendo llegar a alcanzar 
entre el 2 y el 10% del peso seco total de la planta. A nivel fisiológico cumple importantes 
funciones como el mantenimiento de la turgencia, que posibilita el crecimiento, la polarización 
de la membrana o la neutralización de cargas negativas (Lebaudy et al., 2007). 
La toma y el transporte de K+ en la célula está mediado por dos tipos de proteínas: canales 
y transportadores. Los canales se caracterizan por formar poros acuosos que permiten la unión 
del K+ al sitio activo de la proteína desde ambos lados de la proteína, de forma simultánea y sin 
cambio conformacional durante el flujo, que se realiza a favor de gradiente electroquímico. Estas 
proteínas están reguladas por la apertura/cierre de una puerta, pero este cambio 
conformacional no ocurre en cada ciclo catalítico. Sus números de recambio son elevados, del 
orden de 107 s-1.  Por el contrario, los transportadores representan una forma de transporte 
activo que requiere de la unión del sustrato (K+) a un lado de la membrana para después liberarlo 
al otro lado, produciéndose un cambio conformacional por ciclo catalítico. Los números de 
recambio de estas proteínas son menores que el de los canales, del orden de 10-103 s-1, pero 
presentan una afinidad mucho mayor: KM del orden M frente a mM en el caso de los canales 
(Chiu et al., 2002). 
 
H+-ATPasas de la membrana plasmática 
Las H+-ATPasas de la membrana plasmática son enzimas electrogénicos que bombean 
protones hacia el exterior celular mediante la energía obtenida de la hidrólisis de ATP. De esta 
manera, generan un gradiente de transmembrana químico (ácido en el exterior) y eléctrico 
(negativo en el interior). El gradiente electroquímico generado, de entre -100 y -200 mV, permite 
la entrada al interior celular de otros solutos mediante cotransporte con protones. (Bublith et 
al., 2010). El pH óptimo de este enzima es de 6.5, un valor muy inferior al pH habitual del citosol 
(7-7.5), de tal manera que ante una bajada del pH citosólico, la H+-ATPasa bombea el exceso de 
protones hacia el apoplasto. 
Este tipo de bombas de la membrana plasmática forman parte del grupo de las ATPasas 
de tipo P, exclusivas de hongos y vegetales. En mamíferos no se han descrito H+-ATPasas, siendo 
la Na+/K+-ATPasa la proteína más relevante del mencionado grupo; la H+/K+-ATPasa del 
estómago es una derivación de la Na+/K+-ATPasa de todos los demás tejidos (Pedersen et al 
2007). 
En Arabidopsis thaliana son 11 los genes que codifican para las diferentes H+-ATPasas 
(AHA1-11) y cada tipo celular expresa unas determinadas isoformas (Gaxiola et al., 2007). Las 
dos principales y más abundantes son AHA1 y AHA2, que tienen una gran importancia puesto 
que el doble knock-out es letal embrionario (Haruta et al., 2010). 
Como se recoge en la Figura 4a, AHA2 a nivel de estructura se compone de una única 
cadena polipeptídica de 948 aminoácidos y un peso aproximado de 100 kDa (Falhof et al., 2016). 
Esta cadena polipeptídica presenta 10 segmentos hidrofóbicos en α-hélice que se integran en la 
membrana, mientras que la actividad catalítica corre a cargo de los dominos A, N, P y R (Moerth 
et al., 2011; Figura 4b). 
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Figura 4. Representación en 2D y 3D de la H+-ATPasa AHA2. a) Modelo en 2D de AHA2 con sus 10 segmentos 
transmembrana (M1-10). Con círculos en azul se indican regiones en las que no se observan inserciones o deleciones 
al alinear con H+-ATPasas de 135 especies, mientras que los círculos en blanco representan regiones no conservadas. 
Los círculos con una letra en su interior indican aminoácidos conservados. En rojo se marcan residuos fosforilados in 
vivo y en verde el aminoácido Asp-329 del dominio P. Extraída de Falhof et al. (2016).  b) Modelo en 3D de AHA2, con 
los diferentes dominios señalados. Resaltados en colores se remarcan las regiones de la proteína que se ha 
demostrado que interaccionan con el dominio regulador (R). En verde está la cola C-terminal de plantas. Extraída de 
Morth et al. (2011). 
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A nivel catalítico y de regulación son de gran importancia los dominios P y R, 
respectivamente. El dominio P se ubica en el gran bucle citosólico y es fosforilado en el residuo 
Asp-329 durante cada ciclo catalítico, mientras que el dominio R regula la acción del enzima en 
el extremo C-terminal autoinhibitorio, probablemente interaccionando e interfiriendo con los 
dominios catalíticos (Palmgren et al., 1991). Por otra parte, el dominio A (actuador) se 
corresponde al extremo N-terminal y una pequeña asa, mientras que el dominio N es el 
encargado de unir el ATP (Pedersen et al., 2007). 
 
H+-ATPasa vacuolar 
En las vacuolas y otros compartimentos del sistema de endomembranas es posible 
encontrar H+-ATPasas de tipo V. Su funcionamiento es similar al de la bomba de protones de la 
membrana plasmática: bombea H+ hacia las vesículas generando el ambiente ácido propio de 
estos compartimentos y posibilitando la entrada de otros iones por transporte activo secundario 
(Krebs et al., 2010). Otras bombas de protones de la vacuola realizan funciones similares, pero 
empleando pirofosfato como sustrato (Zhen et al., 1997). 
 
Regulación de la H+-ATPasa de la membrana plasmática 
Dependiendo del estado de los extremos terminales, las H+-ATPasas de las membranas 
plasmáticas tanto de plantas como de levaduras pueden presentarse en dos estados distintos: 
un estado de autoinhibición en el que la hidrólisis de ATP es muy poco activa y no está asociada 
al bombeo de H+ y un estado de activación en el que el bombeo de protones e hidrólisis de ATP 
están asociados y son muy activos (Palmgren, 1995). 
Esta regulación puede llevarse a cabo por diferentes fenómenos, como la activación por 
luz azul (Kinoshita y Hayashi, 2011) y por auxinas (Rayle y Cleland, 1992) y la inhibición por el 
ácido abscísico (Chen et al., 2010) y los receptores de membrana de péptidos hormonales como 
los RALF (Caesar et al., 2011).  
La fosforilación del penúltimo residuo de la H+-ATPasa en el extremo C-terminal, que en 
plantas es una treonina (Thr-948 en AHA1 y Thr-947 en AHA2), permite la unión de la familia de 
proteínas 14-3-3 (Jahn, 1997). Estas proteínas estabilizan el extremo C-terminal manteniendo la 
bomba de protones en su estado activo (Fuglsang, 1997). La fosforilación activadora tiene lugar 
en condiciones óptimas de crecimiento, mientras que en condiciones de estrés se desfosforila. 
En cualquier caso, aún no se ha identificado el enzima encargado de la fosforilación del 
penúltimo residuo de la H+-ATPasa. También existe una fosforilación inhibidora en otros 
residuos del C-terminal. 
 
1.4 El gen huérfano QQS de Arabidopsis thaliana 
En datos de nuestro laboratorio de micromatrices de Arabidopsis thaliana bajo 
condiciones de estrés abiótico y en artículos que estudian la respuesta a mutaciones de las H+-
ATPasas (Haruta et al., 2012), destaca un gen que varía mucho su expresión, QQS. Se trata de un 
gen que no ha tenido especial atención por parte de la comunidad científica, ya que se considera 
un gen huérfano. 
  Introducción 
9 
 
Los genes huérfanos son aquellos que no comparten ninguna similitud con genes o 
dominios de proteínas de otros linajes evolutivos (Tautz y Domazet-Lošo, 2011). Esta definición 
es compleja, ya que la identificación de genes huérfanos depende del método de detección 
empleado y del conjunto de genomas considerados en el proceso de identificación. El método 
de detección empleado es crucial para distinguir entre posibles homólogos y falsos 
emparejamientos. Por otra parte, el conjunto de genomas considerados es importante, ya que 
los resultados obtenidos son muy distintos en función de la relación evolutiva de las especies 
comparadas. 
Los primeros genes huérfanos fueron detectados en el proyecto de secuenciación del 
genoma de Saccharomyces cerevisiae (Dujon, 1996) y posteriores trabajos de genómica 
comparada han demostrado que se encuentran presentes en todo tipo de genomas (Khalturin 
et al., 2009), incluso en virus (Yin y Fischer, 2008). 
Su origen es incierto, los principales modelos que explican la emergencia de genes 
huérfanos se basan en una pronunciada divergencia después de una duplicación génica (Conant 
y Wolfe, 2008) y en una generación de novo a partir de regiones no codificantes (Cai et al., 2008). 
A pesar de ello, y debido al importante porcentaje de genes que representan en los genomas 
(0.5->8%), se cree que los genes huérfanos desempeñan importantes funciones en la adaptación 
a estreses ambientales (Long et al., 2003). 
En especies vegetales QQS (Qua-quine starch, At3g30720) de Arabidopsis thaliana ha sido 
el primer gen huérfano del que se ha podido caracterizar una función bioquímica. La proteína 
codificada por dicho gen consta de tan sólo 59 aminoácidos, no presenta ningún dominio 
conocido y tampoco existen homólogos en especies muy cercanas genéticamente como Brassica 
napus o Arabidopsis lyrata (Li et al., 2009). Los estudios llevados a cabo con este gen han 
demostrado que participa en el metabolismo del almidón y la distribución de carbono y 
nitrógeno en la planta (Li et al., 2009; Li y Wurtele, 2014; Li et al., 2015). 
En líneas de RNA de interferencia (RNAi) de QQS, los niveles de almidón son más 
abundantes con respecto a líneas silvestres, lo cual hace indicar que QQS actúa como inhibidor 
de la acumulación de almidón. Esta hipótesis se refuerza por el hecho de que QQS incrementa 
su expresión como mecanismo de homeostasis ante el exceso de almidón en líneas mutantes 
que acumulan grandes cantidades de este polímero, como mutantes en starch synthase 3, ss3 
(Figura 5; Li et al., 2009). 
 
Figura 5. Efecto sobre los niveles de almidón del gen QQS. a) Western Blot de QQS en extractos de hojas de las líneas 
WT, QQS-RNAi y el mutante Atss3 de Arabidopsis thaliana con exceso de acumulación de almidón. b) Fenotipo de las 
diferentes líneas antes de la cosecha. c) Prueba del yodo para las diferentes líneas. Extraída de Li et al. (2009). 
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Por otra parte, se ha demostrado que QQS requiere de NF-YC4 (Nuclear Factor Y Subunit 
C4, At5g63470) para formar un complejo que viaja al núcleo y expresa los genes involucrados 
en el incremento de los niveles de proteína, disminuyendo el contenido en almidón (Li et al., 
2015). 
QQS se ha sobreexpresado también en líneas transgénicas de cultivos de interés 
agronómico como soja, arroz y maíz, pero no son organismos modelo y por ello se ha requerido 
un mayor esfuerzo en cuanto a tiempo y recursos para conseguir dichas líneas. En estas especies 
vegetales también se ha demostrado que QQS incrementa los niveles de proteína y disminuye 
los de almidón (Li y Wurtele, 2014; Li et al., 2015). Resulta interesante que una proteína ausente 
en estas plantas pueda actuar igual que en Arabidopsis, lo cual es indicativo de que algún 
mecanismo muy conservado está relacionado con esta proteína tan peculiar. 
 
1.5 Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo 
Una de las principales ventajas de trabajar con levadura con respecto a Arabidopsis es que 
en un rastreo de genes es posible obtener buenos candidatos en apenas unos pocos meses, 
mientras que en Arabidopsis tomaría años de trabajo (Sáez et al., 2008). 
La levadura Saccharomyces cerevisiae fue introducida como organismo en la 
experimentación a mita de la década de 1930 por Herschel Roman (Roman, 1981) y desde 
entonces ha recibido una atención creciente. Muchos investigadores descubrieron que la 
levadura es un organismo ideal para estudiar la arquitectura y mecanismos celulares debido a 
las numerosas ventajas que presenta frente a otros organismos eucariotas. 
Esta levadura es un organismo unicelular que puede presentarse en forma haploide o 
diploide, contiene 16 cromosomas completamente caracterizados que suman un total de 14000 
kb y su genoma está perfectamente secuenciado y anotado (Goffeau et al., 1996). 
S. cerevisiae puede crecer en medios complejos y definidos, permitiendo el control de las 
condiciones de cultivo. Su tiempo de duplicación es muy corto (90 minutos en medio rico 
complejo y 140 minutos en medio sintético pobre), la temperatura de crecimiento es de 28-30 
°C y no requiere de condiciones de seguridad especiales durante su manipulación puesto que no 
es patogénica. 
A nivel de biología molecular e ingeniería genética, existen numerosas técnicas y 
protocolos establecidos para este organismo, además de colecciones de cepas con una amplia 
gama de modificaciones. El desarrollo de vectores y técnicas de transformación de alta eficiencia 
(Ito et al., 1984) para la expresión de DNA foráneo en levadura supusieron un importante paso 
en el desarrollo de la biología molecular en este microorganismo. Posteriormente, al observarse 
la facilidad que presenta para disrumpir, eliminar o sustituir genes mediante recombinación 
homóloga (Thaler, 1988), comenzaron los proyectos para generar colecciones de cepas con 
mutaciones específicas. En la actualidad existen colecciones de mutantes de pérdida de función 
(mutantes nulos) y ganancia de función por aumento de dosis génica de todos los genes de S. 
cerevisiae (Winzeler, 1999; Sopko et al., 2006). 
El genoma de S. cerevisiae ha servido como modelo de referencia en proyectos de 
secuenciación de genomas de plantas, eucariotas superiores y otros organismos celulares. 
Estudios de genómica comparada han revelado el alto grado de conservación en las funciones 
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celulares desde levadura hasta mamíferos, lo cual reconfirma la idoneidad de este 
microorganismo como modelo de experimentación (Rubin, 2000). 
 
1.5.1 El sistema de doble híbrido 
En concreto, uno de los mejores ejemplos de la utilidad de la levadura en la biología 
molecular es el sistema de doble híbrido. Mediante esta herramienta es posible expresar y 
estudiar genes de cualquier eucariota en un organismo fácil de manejar como es S. cerevisiae. 
Esta técnica, ideada por Fields y Song (1989), se basa en la premisa de que la mayoría de 
factores de transcripción eucariotas constan de dos dominios que deben estar próximos pero 
no unidos para ser activos (Verschure et al., 2006). Uno de los dominios es el encargado de 
unirse al DNA (BD, binding domain), mientras que el otro es el responsable de reclutar otras 
proteínas e iniciar la transcripción (AD, activation domain). Cada uno de estos dominios puede 
fusionarse con proteínas de interés consiguiendo así dos proteínas quiméricas BD-X y AD-Y. Si 
las proteínas X e Y interaccionan, los dominios del factor de transcripción quiméricos estarán lo 
suficientemente próximos como para que se reconstituya el factor de transcripción y sea activo. 
Este factor de transcripción permitirá la transcripción específica de unos genes reporteros que 
permitan evaluar la interacción en una cepa adecuada de levadura (Figura 5). 
La aplicación más habitual del sistema de doble híbrido consiste en realizar un rastreo o 
screening de genotecas de cDNA, para identificar qué proteínas de todo un genoma pueden 
interaccionar con una proteína de interés. 
Para ello, se emplea una cepa mutante de levadura cuya ruta de biosíntesis de algún 
aminoácido esencial únicamente se expresa cuando se reconstituye el factor de transcripción 
del doble híbrido, generalmente GAL4. Esta cepa es cotransformada con las construcciones 
necesarias para el ensayo: vectores plasmídicos conocidos como bait (cebo) y prey (presa). El 
plásmido bait codifica para la proteína de interés fusionada al BD del factor de transcripción, 
mientras que los vectores prey consisten en una genoteca de plásmidos que codifican para todas 
las proteínas del genoma de interés fusionadas al AD del factor de transcripción. Esta técnica 
asume por tanto que cada célula de levadura únicamente incorporará un plásmido prey de la 
genoteca y, en última instancia, sólo se expresará una proteína de la colección. Finalmente, las 
células cotransformadas se siembran en una placa de medio definido, sin los aminoácidos cuya 
biosíntesis depende únicamente de la reconstitución del factor de transcripción. Por tanto, en 
la placa sobrevivirán exclusivamente aquellas colonias en las que haya interacción entre 
proteínas. Para identificar los genes que codifican para dichas proteínas simplemente se realiza 
una extracción de DNA plasmídico y se secuencia (Figura 6). 
 
Figura 6. Esquema del screening de doble híbrido (método clásico). Para realizar el screening se requiere de un 
plásmido bait y una genoteca de plásmidos prey. Extraída de Causier (2004). 
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Esta potente herramienta permite identificar posibles interactores de una proteína 
determinada de un organismo, pero presenta la principal desventaja de que únicamente es 
aplicable a proteínas solubles que puedan encontrarse en el núcleo, ya que es donde debe 
actuar el factor de transcripción reconstituido. Por ello, se han realizado modificaciones al 
sistema para que permita evaluar la interacción de otras proteínas, como las transmembranales 
(Snider et al., 2010). 
En este caso, cada una de las dos proteínas de membrana a estudiar se fusiona a una 
fracción de ubiquitina (C-terminal y N-terminal). La fracción C-terminal contiene además 
fusionado un factor de transcripción que puede ser escindido mediante el corte con proteasas 
específicas de ubiquitina. De esta manera, cuando se produce la interacción entre las proteínas 
de membrana, la ubiquitina se reconstituye, las proteasas liberan el factor de transcripción y se 
produce la transcripción de los genes reporteros (Figura 7). 
 
 
Figura 7. Sistema de doble híbrido para proteínas de membrana. La interacción entre las proteínas de interés 
permite la reconstitución de la ubiquitina y la escisión del factor de transcripción asociado por parte de una proteasa. 
Posteriormente el factor de transcripción viaja al núcleo para transcribir los genes reporteros. 
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2. OBJETIVOS 
El objetivo general del presente Trabajo Final de Grado es identificar interactores de la 
proteína QQS de Arabidopsis thaliana, empleando para ello la técnica del doble híbrido en 
Saccharomyces cerevisiae. Para la consecución de este objetivo, se plantean los siguientes 
objetivos parciales: 
 
i. Analizar los datos previos del laboratorio que relacionan QQS y AHAs y confirmar 
mediante Western blot una posible inhibición de la expresión de las H+-ATPasas de 
membrana por parte del gen huérfano. 
 
ii. Rastreo de doble híbrido: 
 
- Realizar las construcciones necesarias para el rastreo y establecer las condiciones 
óptimas para el ensayo. 
 
- Llevar a cabo el rastreo de doble híbrido e identificar los genes positivos. 
 
- Analizar los genes más prometedores y proponer un mecanismo de acción. 
 
iii. Ensayo de doble híbrido para proteínas de membrana: 
 
- Clonar los genes QQS y AHA1 en los plásmidos adecuados y determinar la posible 
interacción directa entre ambas proteínas. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 Material biológico 
3.1.1 Arabidopsis thaliana 
La línea de Arabidopsis thaliana pQQS::QQS-GFP (Li et al., 2009) fue empleada para 
evaluar el efecto del pH en la expresión del gen QQS. Dicha construcción contiene el gen que 
codifica para la proteína verde fluorescente (GFP) fusionado a QQS y controlado por el promotor 
nativo de QQS. Como control de dicho ensayo se utilizó la línea CaMV35S::GFP, en la que el gen 
GFP se encuentra regulado por el promotor constitutivo CaMV35S (promotor 35S del virus del 
mosaico de la coliflor). 
Por otro lado, la línea de perdida de función de phosphoglucomutase 1 (pgm1) que 
presenta unos niveles de almidón casi nulos se empleó para determinar por Western blot (Planes 
et al., 2014) la relación entre la expresión de AHAs y niveles de almidón. 
 
3.1.2 Saccharomyces cerevisiae 
La cepa W303 de S. cerevisiae con genotipo MATa/MATα {leu2-3,112 trp1-1 can1-100 
ura3-1 ade2-1 his3-11,15} [phi+] fue empleada para clonar mediante recombinación homóloga 
los genes AHA1 en pBridge y pBT3-C, QQS en pPR3-C, 14-3-3 Epsilon en pPR3-C y At1g70470 en 
pPR3-C (van Leeuwen et al., 2015). 
La cepa THY.AP4 se empleó para realizar tanto el rastreo de doble híbrido clásico como el 
ensayo de doble híbrido para proteínas de membrana. Su genotipo es el que sigue: MATa, ura3, 
leu2, lexA::lacZ::trp1, lexA::HIS3, lexA::ADE2 (Obrdlik et al., 2004). 
 
3.1.3 Escherichia coli 
La cepa DH5α, con genotipo fhuA2 lac(del)U169 phoA glnV44 Φ80' lacZ(del)M15 gyrA96 
recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17, fue empleada para la propagación de las construcciones 
plasmídicas necesarias para los experimentos de doble híbrido. 
 
3.1.4 Vectores de clonación y de doble híbrido 
pCR™8/GW/TOPO®: 
El vector de clonación pCR™8/GW/TOPO® de Invitrogen (Figura 8) 
es un plásmido abierto que contiene una topoisomerasa covalentemente 
unida a los extremos del plásmido, la cual permite la inserción de 
productos de PCR adenilados en 3’. Es un plásmido especialmente útil para 
subclonar genes de forma rápida y transferirlos a otros plásmidos destino 
mediante la tecnología de recombinación Gateway o por digestión y 
ligación, ya que presenta sitios de restricción EcoRI que flanquean el sitio 
de clonación. 
 
 
Figura 8. Mapa del plásmido 
pCR™8/GW/TOPO® 
(Invitrogen). 
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pBridge y pGADT7/pACT2: 
Los plásmidos pBridge, pGADT7 y pACT2 (Clontech) fueron empleados para realizar las 
construcciones necesarias para el rastreo o screening de doble híbrido (Figura 9). 
El plásmido pBridge es el bait del sistema, ya que contiene el gen que codifica para el BD 
del factor de transcripción GAL4, al cual se fusiona el gen que codifica para la proteína de interés 
gracias al MCS adyacente. La expresión de la proteína híbrida es constitutiva ya que está 
controlada por el promotor ADH1. Además, contiene un segundo MCS que permite clonar otros 
genes que se cree que puedan ayudar en la interacción entre proteínas. El promotor inducible 
Met25 regula la expresión de dichos genes (Solow et al., 2008). Para su replicación y selección 
en levadura contiene el origen de replicación 2y el marcador auxotrófico TRP1, mientras que 
para la propagación en E. coli tiene origen de replicación Col E1 y resistencia a ampicilina como 
marcador. 
 
Por otro lado, pGADT7 y pACT2 son plásmidos prey, puesto que contienen el dominio AD 
de GAL4. pGADT7 es el plásmido empleado para realizar los controles positivos y negativos del 
sistema, mientras que pACT2 es el plásmido de la genoteca de cDNA (Németh et al., 1998). 
Ambos plásmidos son muy similares, contienen el marcador auxotrófico LEU2 para levadura y la 
resistencia a ampicilina para su selección en E. coli. 
 
pBT3-C y pPR3-C: 
Estos plásmidos son el bait y el prey, respectivamente, del sistema de doble híbrido para 
proteínas de membrana (Figura 10). 
En este caso pBT3-C es el plásmido bait, ya que contiene el domino C-terminal de la 
ubiquitina y el factor de transcripción LexA. Este plásmido es centromérico, puesto que contiene 
un origen de replicación CEN/ARS. El marcador de selección para bacterias es la resistencia a 
kanamicina y en levadura el marcador auxotrófico es LEU2. 
Por otro lado, pPR3-C es el vector prey, al contener el dominio N-terminal de la ubiquitina. 
Este plásmido no es centromérico, pero contiene el mismo promotor que pBT3-C, CYC1. El 
marcador auxotrófico de levadura es TRP1 y para propagar en E. coli dispone del marcador de 
selección AmpR. 
 
 
Figura 9. Plásmidos del screening de doble híbrido. 
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Figura 10. Plásmidos del ensayo de doble híbrido para proteínas de membrana. 
 
3.2 Medios de cultivo  
3.2.1 Medios de cultivo de Arabidopsis thaliana 
Las semillas de Arabidopsis fueron sembradas en los medios que se detallan en Alejandro 
et al. (2011) y Naranjo et al. (2003). 
 
3.2.2 Medios de cultivo de S. cerevisiae 
Medio YPD (Yeast Peptone Digest) 
Este medio complejo contiene todos los nutrientes requeridos para el crecimiento de las 
levaduras. Se compone de un 1% de extracto de levadura, 2% de peptona bacteriológica y 2% 
de glucosa. Para solidificar el medio se adiciona un 2% de agar.  
 
Medio SD (Synthetic Dextrose Minimal) 
El medio SD se compone de un 2% de glucosa, 0.7% de YNB (Yeast Nitrogen Base sin 
aminoácidos añadidos y con sulfato amónico) y se tampona con 50 mM de succínico ajustado a 
pH 5.5 o con 60 mM de TAPS ajustado a pH 8 con KOH. Además, se suplementa con los 
requerimientos nutricionales (auxotrofías) específicos de cada cepa (metionina y triptófano 20 
mg/l; adenina, histidina y uracilo 30 mg/l; leucina 100 mg/l). Si se desea solidificar el medio se 
añade un 0.8% de agar. 
 
3.2.3 Medios de cultivo de E. coli 
Medio LB (Luria-Bertani) 
Este medio estándar complejo para bacterias contiene un 1% de triptona, 0.5% de 
extracto de levadura y 0.5% de NaCl, ajustado a un pH 7 con NaOH. Para solidificar el medio se 
añade un 2% de agar. En el caso de cultivar bacterias transformadas con un plásmido que 
contiene un marcador de resistencia a antibióticos, se adiciona el antibiótico necesario. Para los 
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plásmidos empleados se añadió ampicilina (100 g/ml), kanamicina (50 g/ml) o 
espectinomicina (50 g/ml). 
 
Medios SOB (Super Optimal Broth) y SOC (Super Optimal Broth with Catabolite 
Repression) 
El medio SOB se utiliza para la preparación de células competentes de E. coli y su posterior 
transformación. Se compone de un 2% de triptona, 0.5% de extracto de levadura, NaCl 10 mM, 
KCl 3 mM, MgCl2 10 mM y MgSO4 10 mM. 
El medio SOC se emplea en la transformación de E. coli mediante choque térmico. 
Contiene los mismos componentes que el medio SOB pero con glucosa 20 mM. 
 
3.3 Manipulación y crecimiento de Arabidopsis thaliana 
Las semillas de Arabidopsis fueron sembradas y crecidas según se detalla en Alejandro et 
al., (2011) y Naranjo et al. (2003). 
 
3.4 Manipulación y crecimiento de Saccharomyces cerevisiae 
Para el crecimiento de S. cerevisiae se emplean matraces o tubos de 15 ml estériles, que 
se colocan en agitación orbital a 200 rpm y 28-30 °C. En caso de cultivos sólidos, las placas se 
colocan invertidas en una estufa a la misma temperatura. 
 
3.4.1 Preparación de células competentes 
Las células de levadura se dejan crecer durante toda la noche en un tubo de 50 ml con 
YPD (o SD selectivo si la cepa ya contiene algún plásmido) hasta alcanzar una absorbancia a 660 
nm de 1-2, momento en el cual las células se encuentran en fase exponencial. Posteriormente 
se centrifuga 5 minutos a 3000 rpm, se retira el medio de cultivo y se realiza un lavado con agua 
destilada. Tras centrifugar en las mismas condiciones, se resuspende el sedimento en 50 ml de 
LiTE (0.1 M de acetato de litio, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.6). Nuevamente se centrifuga, 
el sedimento se resuspende en 0.5 mL de LiTE y se incuba el tubo a 30 °C durante 15 minutos. 
Finalmente se añade 1/10 del volumen de ssDNA 1% (DNA de esperma de salmón fragmentado 
y desnaturalizado). Si no se va a transformar en el momento, se añade ¼ del volumen de glicerol 
80% y se realizan alícuotas de 100 l para congelar a -80 °C. 
 
3.4.2 Transformación de Saccharomyces cerevisiae 
Se realizan alícuotas o descongelan tantos tubos de células competentes como 
transformaciones se vayan a realizar. Por cada tubo con 100 l de células competentes se 
añaden 0.1-1 g de plásmido y 600 l de PEG-LiTE (polietilenglicol 4000 al 40% p/v en LiTE). 
Los tubos se incuban a 30 °C durante 30 minutos y después a 42 °C durante 20 minutos. 
Las células se centrifugan 10 segundos a 3000 rpm, se resuspenden en 100 l de sorbitol y se 
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extienden en una placa de SD selectiva. Las placas se incuban a 28 °C hasta observar el 
crecimiento de colonias (2-3 días). 
 
3.4.3 Minipreparación de DNA plasmídico en levadura 
Las células crecidas durante toda la noche en medio SD selectivo se centrifugan en tubos 
de 1.5 ml y al pellet se le añaden 200 l de tampón de lisis (Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, 
NaCl 100 mM, SDS 1% y Triton X100 2%), 200 l de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1) 
y microesferas de vidrio (425-600 m de diámetro). La mezcla se agita en vórtex durante 10 
minutos, se centrifuga a 10000 rpm 10 minutos y la fase acuosa con el DNA plasmídico se 
transfiere a un nuevo tubo. Seguidamente se añaden dos volúmenes de etanol absoluto, se 
centrifuga a la misma velocidad, se retira el sobrenadante y se realiza un lavado con 200 l de 
etanol 70% v/v. Finalmente se vuelve a centrifugar, se eliminan los restos de etanol y una vez el 
pellet está seco se resuspende en 40 l de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM ajustado a pH 8 con HCl). 
 
3.5 Manipulación y crecimiento de Escherichia coli 
E. coli se cultiva en matraces o tubos de 15 ml estériles en agitación orbital a 200 rpm a 
37 °C en el caso de cultivos líquidos. Los cultivos sólidos se colocan en placas invertidas en una 
estufa a la misma temperatura. 
 
3.5.1 Preparación de células competentes 
Para obtener células competentes de E. coli DH5α se parte de 400 μl de cultivo saturado 
que es inoculado en 200 ml de medio SOB. El cultivo se incuba a 18-25 °C hasta alcanzar una 
absorbancia de 0,5-0,7 a 660 nm, momento en el cual el matraz es enfriado en hielo. 
Pasados 10 minutos, se centrifugan las células a 5000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. El 
sobrenadante se elimina y se resuspende el sedimento agitando primeramente con el 
sobrenadante restante y posteriormente con 10 ml de tampón de transformación frío (PIPES 20 
mM ajustado a pH 6.7 con KOH, CaCl2 20 mM, KCl 210 mM y MnCl2 50 mM). La mezcla se deja 
en hielo 10 minutos y se centrifuga en las mismas condiciones. A continuación, se repite la 
operación y se lleva a un volumen final de 5 ml con tampón de transformación frío. Por último, 
se añaden 375 μl de dimetilsulfóxido (DMSO) lentamente y con agitación continua leve. Se deja 
reposar 10 minutos en hielo y se distribuye en alícuotas de 100 μl en diferentes tubos, que son 
almacenados a -80 °C. 
 
3.5.2 Transformación de Escherichia coli 
Los tubos con 100 l células competentes de E. coli se descongelan manteniéndose en 
hielo. Seguidamente se añaden 5 μl de la reacción de ligación del plásmido con el inserto y se 
mantienen en hielo durante 30 minutos. A continuación, los tubos se someten a un choque 
térmico a 42 °C durante 50 segundos. Después se adicionan 250 μl de medio SOC y se incuba el 
tubo a 37 °C durante una hora. Por último, se extiende el contenido en placas de LB 
suplementadas con el antibiótico al que el plásmido confiera resistencia. 
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3.5.3 Minipreparación de DNA plasmídico en E. coli 
Para realizar minipreparación de DNA plasmídico se empleó el kit comercial NucleoSpin® 
Plasmid (Macherey-Nagel), basado en la lisis alcalina y purificación en columnas de sílice. 
 
3.6 Realización de las construcciones plasmídicas de doble híbrido 
3.6.1 Construcciones para el rastreo de doble híbrido  
pBridge 
En el plásmido bait pBridge se clonó QQS y AHA1. QQS fue fusionado al dominio BD de 
GAL4 mediante su inserción en el MCS I, mientras que AHA1 se clonó en el MCS II regulado por 
el promotor inducible Met25 (Solow et al., 2008). 
QQS y AHA1 fueron amplificados siguiendo el protocolo de PCR de la DNA polimerasa 
Phusion® (New England Biolabs) y empleando cDNA de Arabidopsis como molde. Los 
oligonucleótidos empleados en la amplificación fueron los siguientes: 
QQS_pBridge_dir: 5’ CCGGAATTCATGAAGACCAATAGAGAGCAG 3’ 
QQS_pBridge_rev: 5’ GCATCTAGAGTAGTTGTAGAACTGAAGCC 3’ 
AHA1_ pBridge_dir: 5’ CCTTCTAGTCCTAAGAAGAAGAGAAAGGTGATGTCAGGTCTCGAAG 3’ 
AHA1_pBridge_rev: 5’ CAGTAGAGACATGGGAGATCAGCCCGAAGACTACACAGTGTAGTG 3’ 
Primeramente, QQS fue subclonado en pCR™8/GW/TOPO®, plásmido que fue digerido 
con EcoRI para escindir el gen. La reacción de digestión contenía 20 l de plásmido, 10 l de 
tampón del enzima, 10 l de BSA  1 mg/ml, 2 l de enzima (10 U/l) y agua destilada hasta un 
volumen de 100 l. Siguiendo los mismos pasos se digirió pBridge, para dejar el plásmido abierto 
y clonar mediante una reacción de ligación QQS. Para ello, en un volumen total de 15 l se 
añadieron 200 ng de inserto (QQS), 100 ng de plásmido pBridge abierto, 1.5 l de tampón de 
ligación y 1.5 l de ligasa T4 (1 U/l). La inserción de QQS en pBridge fue validada mediante 
digestión, PCR y secuenciación. La clonación en pCR™8/GW/TOPO® también fue utilizada en 
otras construcciones con plásmidos Gateway.  
Para comprobar los resultados de PCRs y digestiones se realizaron electroforesis de DNA, 
utilizando para ello geles de agarosa al 0.8% (p/v) fundida en tampón de electroforesis TBE 0.5X 
(45 mM de Tris, 45 mM de ácido bórico y 1 mM de EDTA). Las electroforesis se realizaron a 100 
voltios. El tampón de electroforesis contenía 0.05% (p/v) de bromuro de etidio para la 
visualización del DNA, que se realizó iluminando el gel con luz ultravioleta UV de 254 nm de 
longitud de onda.  Con las muestras se empleó el tampón de carga 6X [40% (p/v) de sacarosa, 
0.1 M de EDTA y 0.25% (p/v) de azul de bromofenol], mientras que los marcadores de peso 
molecular utilizados fueron GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder y λ/HindIII (ThermoFisher).  
Por otro lado, la clonación de AHA1 en el MCS II del plásmido fue realizada mediante 
recombinación homóloga en la cepa W303 de S. cerevisiae. Para ello se realizó una 
transformación siguiendo el protocolo detallado con anterioridad, pero añadiendo AHA1 
amplificado por PCR y el plásmido pBridge con QQS ya clonado y abierto por digestión con NotI 
y BglII. El plásmido con ambos genes clonados se extrajo de las colonias de levadura siguiendo 
el protocolo ya mencionado de extracción de DNA plasmídico. Para verificar la presencia del gen 
AHA1 en pBridge se realizó un Western blot de las células transformadas (Planes et al., 2014). 
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pGADT7 
En pGADT7, plásmido prey, fue clonado el gen NF-YC4, control positivo (Li et al., 2015) del 
sistema de doble híbrido. 
La estrategia seguida fue similar a la del plásmido bait, el gen fue amplificado por PCR a 
partir de cDNA de Arabidopsis con los siguientes oligonucleótidos: 
NF-YC4_pGADT7_dir:  5’ CAATTGATGGACAATAACAACAACAACAACAACCAGCA 3’ 
NF-YC4_pGADT7_rev: 5’ CAATTGTCAACCTTGGCTATCGAGATTACCATGGCCGC 3’ 
El gen fue subclonado en pCR™8/GW/TOPO® y posteriormente fue escindido del vector 
mediante digestión con MunI. Por otro lado, pBridge fue digerido con EcoRI y se realizó una 
reacción de ligación con el gen NF-YC4 y el plásmido pBridge abierto, ya que digestiones de MunI 
y EcoRI presentan extremos compatibles. La clonación fue validada por PCR, digestión y 
secuenciación. 
 
pACT2 
Para obtener la genoteca de cDNA de Arabidopsis thaliana (Németh et al., 1998), se 
realizó una maxipreparación de DNA plasmídico de cultivos de E. coli siguiendo el protocolo de 
PureLink® HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit (Invitrogen). 
 
3.6.2 Construcciones de doble híbrido para proteínas de membrana 
pBT3-C 
En el plásmido bait pBT3-C, el gen AHA1 fue clonado siguiendo la misma estrategia que 
en el plásmido pBridge. pBT3-C fue digerido con NcoI y HindIII. Por otra parte, AHA1 fue 
amplificado por PCR con la DNA polimerasa Phusion® (New England Biolabs) a partir de cDNA 
de Arabidopsis y empleando como oligonucleótidos: 
AHA1_pBT3C_dir: 5’ ATCTAGACGGCCATTACGGCCAAACTCGCTATGTCAGGTCTCGAAG 3’ 
AHA1_pBT3C_rev: 5’ CCCGACATGGTCGACGGTATCGATAAGCTCACAGTGTAGTGACT 3’ 
El producto de PCR fue clonado en el plásmido digerido pBT3-C mediante recombinación 
homóloga en la cepa de levadura W303. 
 
pPR3-C 
En pPR3-C, plásmido prey, la estrategia para clonar también fue la recombinación 
homóloga empleando la cepa W303 de levadura. En concreto, los genes clonados fueron QQS, 
14-3-3 Epsilon (control positivo) y At1g70470, un gen positivo del rastreo de doble híbrido que 
codificaría para una proteína de membrana. El plásmido se cortó con SmaI y los 
oligonucleótidos empleados en la amplificación de los distintos genes fueron los siguientes: 
QQS_pPR3C_dir: 5’ CACTAGTGGATCCAAGCAGTGGTATCAACGATGAAGACCAATAGA 3’ 
QQS_pPR3C_rev: 5’ GTACATATCGATAAGCTTGATATCGAATTCGTAGTTGTAGAACT 3’ 
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14-3-3Eps_pPR3C_dir: 5’ CACTAGTGGATCCAAGCAGTGGTATCAACGATGGAGAATGAGAG 3’ 
14-3-3Eps_pPR3C_rev: 5’ GTACATATCGATAAGCTTGATATCGAATTCGTTCTCATCTTGAG 3’ 
At1g70470_pPR3C_dir: 5’ CACTAGTGGATCCAAGCAGTGGTATCAACGATGGGAGACCAACCAC 3’ 
At1g70470_pPR3C_rev: 5’ GTACATATCGATAAGCTTGATATCGAATTCATATATAACCGGA 3’ 
 
3.7 Rastreo de doble híbrido 
3.7.1 Eficiencia de transformación y cálculo del número de clones a rastrear 
La eficiencia de transformación fue evaluada realizando transformaciones de la cepa de 
levadura THY.AP4 con la maxipreparación de la genoteca de cDNA (Németh et al., 1998) en 
medio sólido SD no selectivo a pH 5.5. Realizando diluciones de la maxipreparación de la 
genoteca, se evaluó el volumen de la misma necesario para conseguir cubrir al menos cinco 
veces el número de genes de Arabidospsis thaliana. 
 
3.7.2 Realización del rastreo 
Primeramente, se comprobó el funcionamiento del sistema mediante los controles 
positivos (pBridge_QQS+AHA1, pGADT7_NF-YC4) y la ausencia de autoactivación con los 
controles negativos (pBridge_QQS+AHA1, pGADT7_Ø). Dichas combinaciones de plásmidos 
fueron cotransformadas en la cepa THY.AP4 y las células fueron extendidas en placas de SD a pH 
8 en condiciones restrictivas, únicamente suplementadas con histidina, uracilo y metionina. 
Una vez validado el funcionamiento del sistema, el rastreo fue lanzado contransformando 
dicha cepa con el plásmido bait pBridge_QQS+AHA1 y la colección de plásmidos prey de la 
genoteca de cDNA (Németh et al., 1998), siguiendo las cantidades obtenidas en la eficiencia de 
transformación. Las células fueron extendidas en medio sólido SD a pH 8 en condiciones 
restrictivas, para garantizar que la supervivencia únicamente fuese debida a la interacción entre 
proteínas. Las placas fueron incubadas a 28 °C durante 5-7 días hasta observar el crecimiento de 
colonias. 
A las colonias positivas se les realizó una minipreparación de DNA plasmídico, que fue 
transformado en E. coli, extraído nuevamente y retransformado en S. cerevisae en condiciones 
restrictivas para confirmar el crecimiento de colonias y validar la interacción, descartando 
posibles falsos positivos. 
Asimismo, los plásmidos prey, tras la extracción en E. coli fueron secuenciados a fin de 
determinar los genes involucrados en la interacción. 
 
3.7.3 Análisis bioinformático 
Las secuencias obtenidas de los plásmidos prey fueron sometidas a un BLAST frente a la 
base de datos del NCBI para averiguar los genes positivos. Otras bases de datos como TAIR 
fueron consultadas para buscar información adicional sobre los genes como bibliografía o 
datos de expresión. Asimismo, la web HMMTOP fue consultada para predecir la topología del 
gen positivo At1g70470. 
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3.8 Ensayo de doble híbrido para proteínas de membrana 
El funcionamiento del sistema fue validado cotransformando la cepa THY.AP4 con pBT3-
C_AHA1 y pPR3-C_14-3-3 (control positivo) o pPR3-C_ Ø (control negativo) y sembrando en 
placa de SD selectiva. 
Posteriormente se evaluó la interacción de QQS con AHA1 cotransformando pBT3-
C_AHA1 y pPR3-C_QQS. Asimismo, se determinó la posible interacción de uno de los positivos 
del screening de doble híbrido, At1g70470, de forma que se cotransformó pBT3-C_AHA1 y pPR3-
C_ At1g70470. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1 Resultados previos 
4.1.1 Efecto de la ausencia de las H+-ATPasas en Arabidopsis thalina 
En un estudio llevado a cabo por Haruta y Sussman (2012) se evaluó el efecto 
transcriptómico de la eliminación de una de las dos H+-ATPasas mayoritarias de membrana en 
Arabidopsis thaliana. Para ello, mediante micromatrices de Arabidopsis se compararon los 
niveles de expresión de todos los genes en líneas knock-out para AHA1 o para AHA2 frente a 
líneas silvestres. En la Figura 11 se recogen los resultados de este estudio. 
 
Figura 11. Genes sobre e infraexpresados en líneas knock-out de H+-ATPasas de membrana plasmática frente a la 
variedad silvestre. a) Mutante aha1-6. b) Mutante aha2-4. En ambos casos se indica el fold-change, p-value, 
identificador del gen y una pequeña descripción. Se observa cómo QQS aparece en los dos mutantes como gen 
significativamente infraexpresado. Extraída de Haruta y Sussman, 2012. 
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QQS aparece en el listado de genes que reducen significativamente su expresión en las 
dos líneas mutantes, lo cual pone de manifiesto su posible relación con la regulación de las H+-
ATPasas de membrana y, por consiguiente, del pH intracelular. 
En el laboratorio de Ramón Serrano hay datos transcriptómicos (Bissoli et al., 2012) de 
tratamientos de una línea silvestre de Arabidopsis con un ácido orgánico débil (Figura 12).  
 
Figura 12. Datos transcriptómicos de expresión bajo tratamiento con un ácido orgánico débil en una línea silvestre 
de Arabidopsis thaliana. En rojo se indican los datos de expresión del gen QQS.  Se presentan cuatro repeticiones de 
la expresión de cada gen en los controles con respecto a las plantas tratadas con ácido acético. Los resultados 
corresponden al logaritmo en base 2 del cociente entre la expresión con tratamiento ácido y el control.                                               
En las cuatro repeticiones de estos datos se confirma que QQS baja su expresión 
dependiendo del pH intracelular, de manera que cuanto más bajo es el pH menos se expresa el 
gen. 
 
4.1.2 QQS regula la expresión de las H+-ATPasas de Arabidopsis thalina 
En vista a estos resultados, para determinar el papel que juega QQS en la expresión de las 
H+-ATPasas de membrana, en nuestro laboratorio se evaluó mediante PCR cuantitativa la 
expresión relativa de QQS y AHAs 1-3 en diferentes líneas mutantes de Arabidopsis. En ese 
momento no había líneas knock-out para QQS disponibles, de forma que se realizó el ensayo con 
líneas de inserciones de T-DNA próximas a QQS y que podrían alterar la expresión del gen (Figura 
13, como ocurre en Deprost et al., 2007). En concreto, la expresión de los genes de resistencia 
a antibióticos con los que se seleccionan las líneas mutantes puede dar lugar a la sobreexpresión 
de genes próximos como el gen de interés. Por otro lado, el T-DNA puede interrumpir el 
promotor y disminuir la expresión de dicho gen. 
 
Figura 13. Resultados de PCR cuantitativa de diferentes líneas de T-DNA próximas al gen QQS. 
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Los resultados de la PCR cuantitativa evidencian que QQS podría actuar como un inhibidor 
de AHAs, ya que la sobreexpresión del gen huérfano impide que las bombas de protones se 
expresen. Por el contrario, cuando los niveles de expresión de QQS son reducidos, los niveles de 
mRNA de AHAs son más abundantes. 
 
4.2 Resultados 
4.2.1 Expresión de las H+-ATPasas 1-2-3 en ausencia del gen QQS en Arabidopsis 
thaliana 
Los datos previos de la expresión de los niveles de mRNAs no son de líneas transgénicas 
de sobreexpresión canónicas, pero pueden ser indicativos de lo que puede ocurrir. Para tener la 
certeza de que los datos son correctos, se necesitan líneas transgénicas estables de ganancia y 
pérdida de función, que tardan un año en salir. En estos meses se ha podido utilizar la línea de 
perdida de función de tipo RNAi que ya ha fue empleada por Li et al. (2009). Además, se 
determinó el nivel de expresión de las H+-ATPasas en la línea de RNAi de QQS (con más almidón) 
y en la línea de perdida de función pgm1 que presenta niveles de almidón casi nulos. De esta 
manera se comprobó si casi todos los mutantes de Arabidopsis con mayores niveles de almidón 
(como parece ser por varios datos de laboratorio no publicados) presentan una expresión más 
elevada de H+-ATPasas. Para ello utilizamos dos anticuerpos distintos: el “759”, específico de la 
cola C-terminal de las AHAs, y el “758”, especifico del cuerpo central de la proteína (Figura 14). 
 
 
Figura 14. Western blot contra AHA3 en extractos de Arabidopsis thaliana con RNAi de QQS y el mutante pgm1. Se 
emplearon dos anticuerpos: 759 contra la cola C-terminal de AHAs y 758 para el cuerpo central de la bomba de 
protones. 
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Nuevamente se observa que la reducción de la expresión de QQS va acompañada a la 
sobreexpresión de AHAs con respecto a las líneas silvestres. De esta forma, es posible señalar 
que QQS actúa como un inhibidor de la expresión de las bombas de protones de la membrana 
plasmática en Arabidopsis thaliana. Finalmente, el almidón parece ser un factor positivo en la 
expresión de la bomba de protones. 
En la Figura 15 se esquematiza el papel que juega QQS en Arabidopsis a nivel bioquímico 
y fisiológico, teniendo en cuenta todos los datos de los que se dispone de este gen hasta el 
momento. 
 
Figura 15. Esquema resumen de la función de QQS a nivel bioquímico y fisiológico. 
 
Para elucidar un posible mecanismo de inhibición y buscar proteínas involucradas en el 
proceso, se ha realizado el rastreo de doble híbrido del presente trabajo. 
 
4.2.2 Expresión de QQS en función del pH en Arabidopsis thaliana 
En la Figura 16 se recogen los niveles de expresión de QQS a pH ácido y básico en la línea 
de Arabidopsis thaliana con el gen reportero GFP. La línea contiene GFP fusionado a QQS y se 
encuentra bajo el control del promotor nativo de QQS.  
 
Figura 16. Efecto del pH en la expresión de QQS en Arabidopsis thaliana. Se empleó como construcción el gen de 
fusión QQS-GFP bajo el control del promotor nativo de QQS. Como control se empleó el gen GFP controlado por el 
promotor constitutivo CaMV35S. La expresión fue evaluada a pH 5.7 (MES-Tris) (a) y pH 8 (Tris-HCl) (b). 
 
(a) 
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La imagen muestra un claro efecto del pH en la expresión del gen QQS en Arabidopsis, lo 
cual permite justificar el empleo de un tampón de pH básico para la realización de los rastreos 
de doble híbrido en levadura. Hipotetizamos por tanto que a pH 8 es más probable que QQS 
encuentre interactores de interés, ya que es cuando más se expresa en Arabidopsis. 
 
4.2.3 Rastreo de doble híbrido 
4.2.3.1 Construcciones de doble híbrido 
En la Figura 17 se muestran las electroforesis de las PCR del gen empleado como control 
positivo NF-YC4 (Li et al., 2015) y de QQS, que permitieron verificar la clonación de los genes en 
pGADT7 y pBridge, respectivamente. 
 
 
Figura 17. PCR de NF-YC4 y QQS. En la amplificación se empleó un oligonucleótido del gen y otro del plásmido 
correspondiente para verificar si el vector y la orientación eran correctas. 
En ambos casos se observa que las bandas de la amplificación de los genes presentan la 
longitud esperada. Además, la clonación fue validada por secuenciación de los plásmidos. 
 
Por otro lado, para verificar la correcta clonación de AHA1 en el MCS II de pBridge, se 
realizó un Western blot, que permitió además comprobar el funcionamiento del promotor 
Met25 a diferentes pH y a diferentes tiempos tras la inducción, ya que no disponíamos de datos 
de homeostasis de metionina en levadura (Figura 18).  
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Figura 18. Western blot de AHA1 expresado en pBridge en levadura. Se evalúa el efecto del pH y el tiempo tras la 
inducción del promotor Met25 en la expresión de la proteína. 
Los resultados muestran una mayor expresión de la proteína en tiempos cortos para pH 
5.5 y 7.2, mientras que para valores de pH más básicos, la expresión es mayor en tiempos más 
largos tras la inducción. No obstante, el promotor Met25 (Solow et al., 2008) suele presentar 
niveles basales de expresión en estado no inducido. En cualquier caso, fue posible determinar 
que AHA1 estaba clonado correctamente en pBridge. 
 
4.2.3.2 Número de clones rastreados 
Las diluciones realizadas para determinar la eficiencia de transformación mostraron que 
por cada 1 L de genoteca de cDNA se lograban transformar aproximadamente 100 células. 
Teniendo en cuenta que Arabidopsis thaliana tiene 24500 genes y que es necesario transformar 
entre 5-10 veces este número de genes para obtener resultados significativos, con los 
volúmenes de genoteca empleados se ha rastreado el genoma de Arabidopsis hasta 6 veces. 
  
4.2.3.3 Controles del rastreo de doble híbrido 
Antes de realizar el rastreo de doble híbrido se comprobó la ausencia de autoactivación 
por parte de las construcciones, empleando para ello los controles negativos. Por otro lado, con 
los controles positivos se validó el funcionamiento del sistema (Tabla 1). 
 
 
Control (+A +H 
+M +U -W -L) 
Crecimiento con 
Met (-A +H +M 
+U -W -L) 
Crecimiento sin 
Met (-A +H -M 
+U -W -L) 
pBridge_QQS 
pGADT7_NF-YC4 
pH 5.5 
 
- - 
pH 8 
   
pBridge_QQS+AHA1 
pGADT7_NF-YC4 
pH 5.5 
 
- - 
pH 8 - 
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pBridge_QQS 
pGADT7_Ø 
pH 5.5 
   
pH 8 
   
pBridge_QQS+AHA1 
pGADT7_Ø 
pH 5.5 
   
pH 8 
   
Tabla 1. Controles positivos y negativos del rastreo de doble híbrido. Los controles fueron probados a pH 5.5 y 8 y 
en ausencia o presencia de metionina, que controla la expresión de AHA1. En cada condición se indican los 
aminoácidos añadidos al medio SD. 
El control positivo NF-YC4 (Li et al., 2015) se demostró que crecía en condiciones 
restrictivas (sin adenina) sólo a pH 5.5, mientras que a pH 8 no lo hacía, lo cual pone de 
manifiesto el efecto del pH en las cargas de las proteínas y su implicación en la interacción. Las 
imágenes de NF-YC4 no están presentes puesto que al realizar el ensayo hubo problemas de 
contaminación. No obstante, en las pruebas previas a la realización del ensayo fue posible 
validar que actuaba como control positivo y el resto de controles mostraron los resultados 
esperados. 
Por otro lado, en ninguno de los controles negativos se observó crecimiento en 
condiciones restrictivas, por tanto, no existía autoactivación por parte de las construcciones. 
 
4.2.3.4 Genes positivos del rastreo de doble híbrido 
Tras aislar los plásmidos pACT2 de las colonias positivas, secuenciarlos y realizar una 
búsqueda en BLAST, se obtuvieron las proteínas que interaccionan con QQS, recogidas en la 
Tabla 2. 
Identificador Nombre del gen Descripción 
At1g70470 - Unknown protein 
At3g13850 LBD22 LOB domain-containing protein 22  
At5g15200 - Ribosomal protein S4 
At1g51805 - 
Leucine-rich repeat protein kinase 
family protein 
Tabla 2. Genes positivos obtenidos en el rastreo de doble híbrido. Se indica el identificador del gen, el nombre del 
gen y una pequeña descripción ofrecida por la web TAIR. 
El gen At1g70470 es completamente desconocido, no existe bibliografía acerca de él pero 
sí que se encuentra conservado en otras especies vegetales. Predicciones bioinformáticas 
indican que el gen codificaría para una proteína transmembrana, la cual no presentaría ningún 
dominio conocido (Figura 19). 
Al tratarse de una proteína de membrana, mediante el rastreo de doble híbrido clásico 
no debería haberse detectado la interacción, ya que únicamente aquellas proteínas capaces de 
viajar al núcleo permiten la transcripción de los genes reporteros. Sin embargo, el plásmido de 
la genoteca no contiene la secuencia completa del gen, únicamente la región que codifica para 
los aminoácidos 117-154 del dominio citosólico. Por consiguiente, es posible señalar que el 
dominio citosólico de la proteína At1g70470 es el encargado de interaccionar con QQS. 
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La ausencia de bibliografía y de cualquier tipo de información sobre este gen dificulta la 
determinación de una potencial función. No obstante, existen bases de datos públicas de 
niveles de expresión bajo diferentes condiciones en experimentos de microarrays. En este 
sentido, en AtGenExpress es posible comparar cómo varía la expresión de distintos genes 
cuando Arabidopsis es sometida a diferentes tratamientos químicos. Al comparar el 
comportamiento de At1g70470 con el de PSY1R (At1g72300), un activador de AHAs (Falhof et 
al., 2016), se observa que responden de forma similar frente a tratamientos con ácido 
abscísico (ABA) y aminoetoxivinilglcina (AVG) (Figura 20). 
 
Figura 19. Predicción bioinformática de la topología de la proteína At1g70470. Con la letra O se representan los 
aminoácidos ubicados fuera la membrana, con la H los aminoácidos del dominio transmembrana y con la I los del 
dominio intracitoplasmático. En minúscula se indican los aminoácidos que forman una cola próxima al dominio 
transmembrana. Extraído de http://www.enzim.hu/hmmtop/ 
 
Figura 20. Comparación de los niveles de expresión de At1g70470, At3g51550 (FERONIA) y At1g72300 (PSY1R) bajo 
diferentes tratamientos químicos. FERONIA y PSY1R son un inhibidor y activador de AHAs, respectivamente. Se 
observa cómo At1g70470 actúa de forma similar a PSY1R en los tratamientos de ABA (inhibidor de AHAs) y AVG 
(inhibidor de la degradación de almidón). 
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Teniendo en cuenta la tendencia que presenta At1g70470 cuando es sometido a estos 
tratamientos químicos, es posible plantear un modelo en el que At1g70470 podría actuar como 
activador de AHA1 y de la síntesis de almidón. QQS funcionaría como inhibidor de At1g70470 
impidiendo que actuase (Figura 21). 
 
Figura 21. Modelo de actuación propuesto para At1g70470. Se trataría de un activador de la H+-ATPasa de la 
membrana plasmática y de la síntesis de almidón. A su vez, QQS inhibiría la acción de este gen. 
 
El gen LBD22 (At3g13850) codifica para una proteína de función también desconocida, 
aunque las proteínas de su familia se encargan de dar la forma correcta a las hojas de 
Arabidopsis (Matsumura et al., 2009). Presenta una α-hélice anfipática en el extremo N-terminal 
propia de las proteínas que deben dirigirse al cloroplasto, aunque también se expresa en el 
núcleo. Sorprendentemente, la secuencia presente en el plásmido de la genoteca corresponde 
a una región UTR del gen, según lo consultado en diferentes bases de datos. Por tanto, podría 
haber algún tipo de splicing alternativo que no ha sido correctamente anotado todavía. 
El gen At5g15200 codifica para la proteína ribosomal S4, una proteína estructural del 
ribosoma que cambia su patrón de fosforilación durante el día y la noche (Turkina et al., 2011). 
Por último, el gen At1g51805 sintetiza una kinasa rica en leucinas que fosforila residuos 
de serina y treonina, principalmente de proteínas secretadas mediante el sistema de 
endomembranas. No obstante, la secuencia del plásmido era muy sucia y se requiere una 
confirmación. 
 
 
4.2.3.5 Ensayo de crecimiento de los genes positivos 
Los genes positivos fueron sometidos a un ensayo de crecimiento en presencia o ausencia 
de metionina para evaluar el efecto de AHA1 en la interacción. 
 
Control (+A +H 
+M +U -W -L) 
Crecimiento con 
Met (-A +H +M 
+U -W -L) 
Crecimiento sin 
Met (-A +H -M 
+U -W -L) 
pBridge_QQS+AHA1 
pACT2_At1g70470 
pH 5.5 
   
pH 8 
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pBridge_QQS+AHA1 
pACT2_At5g15200 
pH 5.5 
   
pH 8 
   
pBridge_QQS+AHA1 
pACT2_At3g13850 
pH 5.5 
   
pH 8 
   
pBridge_QQS+AHA1 
pACT2_At1g51805 
pH 5.5 
   
pH 8 
   
Tabla 3. Ensayos de crecimiento de los genes positivos a diferentes pH y en presencia o ausencia de AHA1. En cada 
condición se indican los aminoácidos añadidos al medio SD. 
En vista a los resultados parece que AHA1 tiene una influencia parcial en las interacciones 
entre las proteínas QQS - At1g70470 y QQS - At5g15200, que además sólo interaccionan a pH 8. 
Sería necesario comprobar la misma combinación de construcciones con un ensayo cuantitativo 
de la β-galactosidasa, que mide la intensidad de la interacción como resultado de la expresión 
del gen lacZ. No obstante, el único gen positivo del que se ha podido confirmar la interacción 
mediante retransformación (pasando por E. coli y después por levadura) es At1g70470.  
 
4.2.4 Ensayo de doble híbrido para proteínas de membrana 
4.2.4.1 Construcciones de doble híbrido para proteínas de membrana 
En la Figura 22 se muestra el gel de electroforesis de las PCR de las distintas 
construcciones del sistema de doble híbrido para proteínas de membrana. Se realizaron 
empleando el plásmido pPR3-C con los genes ya clonados como molde. 
 
Figura 22. PCR de 14-3-3 Epsilon, At1g70470 y QQS. Se empleó un oligonucleótido de los genes y otro del plásmido 
pPR3-C para verificar que los genes estaban clonados en el plásmido correcto y con la orientación adecuada. 
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4.2.4.2 Controles del ensayo de doble híbrido para proteínas de membrana 
Para verificar el funcionamiento del sistema se probaron los controles negativos, con el 
plásmido pPR3-C vacío a fin de comprobar que no existía autoactivación (Tabla 4). 
 
Control (+A +H 
+U -W -L) 
Condiciones 
restrictivas (-A 
+H +U -W -L) 
pBT3-C_AHA1 
pPR3-C_ Ø 
pH 5.5 
  
pH 7* 
  
pH 8 
  
Tabla 4. Control negativo del sistema de doble híbrido para proteínas de membrana. Se comprobó el 
funcionamiento a pH 5.5, 7 y 8. En cada condición se indican los aminoácidos añadidos al medio SD. *Las placas 
también contenían X-Gal. 
El control negativo con el plásmido pPR3-C vacío demostró que no existía autoactivación. 
Sin embargo, no fue posible llegar a cotransformar en levadura el plásmido pPR3-C_14-3-
3Epsilon, junto con pBT3-C_AHA1,  que actuaría como control positivo del sistema (Fuglsang, 
1997). 
 
4.2.4.3 Ensayo de doble híbrido con QQS y AHA1 
En la Tabla 5 se muestra el ensayo de doble híbrido entre AHA1 y QQS. 
 
Control (+A +H 
+U -W -L) 
Condiciones 
restrictivas (-A 
+H +U -W -L) 
pBT3-C_AHA1 
pPR3-C_ QQS 
pH 5.5 
  
pH 7* 
  
pH 8 
  
pBT3-C_AHA1 
pPR3-C_At1g70470 
pH 5.5 
  
pH 7* 
  
Tabla 5. Ensayo de doble híbrido para proteínas de membrana entre QQS y AHA1. Se comprobó el funcionamiento 
a pH 5.5, 7 y 8. En cada condición se indican los aminoácidos añadidos al medio SD. *Las placas también contenían 
X-Gal. 
En el caso de la combinación pBT3-C_AHA1 y pPR3-C_ QQS, en condiciones restrictivas y 
a pH 7 se observó crecimiento y desarrollo de color azul en presencia de X-Gal por la expresión 
del gen reportero lacZ, lo cual evidenciaría la interacción entre ambas proteínas. 
También se probó la combinación pBT3-C_AHA1 y pPR3-C_At1g70470, sin embargo, a 
pesar de que se observa crecimiento en condiciones restrictivas, las células fueron crecidas en 
medio SD sin ninguna suplementación aminoacídica y se observó crecimiento, de manera que 
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las células no eran de la cepa de levadura THY.AP4. Por tanto, la interacción no pudo ser 
evaluada y es necesario repetir el ensayo para esta última combinación. Además, para esta 
combinación tampoco se observó el color rosado que desarrolla la levadura debido a la mutación 
de la síntesis de adenina. Por tanto, se requiere repetir el ensayo para esta combinación de 
construcciones. 
Además, en todos los casos habría que realizar un ensayo enzimático cuantitativo de la β-
galactosidasa para obtener datos más precisos de interacción y poder validar los resultados.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Conclusiones 
35 
 
5. CONCLUSIONES 
 
1. El gen huérfano QQS inhibe la expresión de las H+-ATPasas mayoritarias de membrana 
plasmática AHA1, AHA2 y AHA3. Este efecto podría estar relacionado con el efecto negativo de 
QQS sobre la acumulación de almidón. 
2. El rastreo de doble híbrido en levadura ha identificado la proteína codificada por el gen 
At1g70470 como interactora con la proteína codificada por el gen QQS. Se trata de una proteína 
de función desconocida, probablemente de membrana. 
3. Utilizando un rastreo de doble híbrido para proteínas de membrana se ha obtenido evidencia 
preliminar de que QQS interacciona con AHA1. 
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